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(Background)11Ordertoanalyzeeachelementofabacterialbiofilm,asemi-quantitative
lleaSLIl･eme1LofglycocalyxuslngtOluidineblueandanimprovedATPbioluminescenceassay
weredeveloped.
(Results)11theL()】LIidineblueassay,a一inearcorrelationwasobtainedbetweenoptical
densityaldtheamountofgeHangum,whichisanexopolysaccharidederivedfromPseudomonas
elodel.ByusingtheimprovedATPassay,ATPatconcentrationof1X IO~4mol/lorfloating
bacterialcelsof103 cfucouldbedetected.Theapplicabilityofthesetwomethodswas
examinedinevaluatlngatotalamountofglycocalyxandATPcontentofPseudomonasaer-
1(gmOSabiofilms,whichweredevelopedortreatedwithantimicrobialagentsinamodified
Robbinsdevice.
(Conc一usion)ThechangesinopticaldensityandATPluminescelCeWerereasonable,and
weHcorrelatedwiththoseobtainedbyscanningelectronmicroscopy.Theseresultsindicatethat
thetoluidineblueassayandATPassayareusefuHnanalyzingbacterialbiofilms.
Keywords:biofilm,tOluidineblue,ATPassay
要旨 :(門最 とtl的)細菌バイオフィルムの各エレメン トの解析法 として, トルイジンブルーを用いる
如′cocalyxの簡易定量法,ならびに,bioactivity測定法 としてのATP測定法を新たに考案ないし改良
して,その有用性に検討を加えた.
(結果)基礎的検討において,既知 量のglycocalyxとしてgelangumを用いた場合, トルイジンブ
ルー反応量を示す吸光度はgelangunH琵4.0×106-1.0×10~4gの範囲で直線性を示 した.また,改良
を加えたATP測定法では,ATP完:で1×104mol/l,浮遊菌数で103 cfuまでの測定が可能であった.
また,modifiedRobbinsdeviceを使用するl'nu7'tro実験系において,緑膿菌バイオフィルムの経時的
形成過程 ならびに各種抗菌性物質作用後の変化の解析 において,両測定法 によるglycocalyx量 と
bioactivityに関する成績は,論稗的に矛盾がなく走査型電子顕微鏡所見 とも極めてよく一致 していた.
(結論)したがって,両測定法は細菌バイオフィルムの新 しい解析法として有用であると考えられた.
キーワー ド :バイオフィルム, トルイジンブ ルー,ATP
緒 言 と考えられている1)2).緑膿菌のみならず多 くの尿路病
カテーテル留置を始めとする複雑性尿路感染症にお 原性細菌は,カテーテルや尿路粘膜などの固相表面に
いて,細菌バイオフィルムの形成がその難治性の本体 付着 して菌体外に多糖体を産生 し,時間経過 とともに
1ilJO
菌体外多糖 (gl)･cocaly＼)に覆われた細菌バイオフイ
/レムを形成する.この細菌バ イオフィルムは,玩薗薬
を始めあらゆる攻撃因 子に抵抗性を示す3が,その物
性的本体は必ずしも明らかにされてし､ない.
細菌バ イオフィルムU)解析は,バイオフ イ )レム構成
成分としての細菌細胞,glさてOCalyXの両面からのアプ
ローチが必須と考えられるもJ)の,確立された実験系
は し､まだ考案されてはいない.今回,トルイジンブルー
を用 いるglさてocal)I_Yの簡易定 量法,ならびに,ÅTP
測定法による菌量(massとしてのbioacti＼･ity)評価法
を新たに考案ないし改良し,R()bbi1Sde＼･iceを使用す
る夫験系でそJ)有用性を検討した.
材料 と方法
1.試験菌
試 験 南 は 臨 床 分 離 作目((/()771()Zll.i llL)･/(.ill/I()〟/
(1-i ._)10)珠を用いた1J.液体培地は,().｣?.a)乾燥フ
イヨンを添加 した人_r_尿J'を 日二円いたが,バ イオ
フィルム形成過程の検討には,Ålginatepromoting
･門lピti-1しけ†= ArihleLilul†i･JLJt)仮71JTL/TL,.
2.カテーテル素材表面における細菌バイオフイ/レ
ム形成 と走査型電 予顕微鏡による観察
細菌バイオフィルムの作成には,当教室において以
前より使用 している人 t二尿路モデルり6)を用いた.バイ
オフィルムサンプラーであるRobbi1Sdeviceには直
径10mmのsilico1disc(カテーテル素材)を装着 し,
その表面に細菌バイオフィルムを形成 させた.
人:[-_尿に終濃度が106cfu/mlとなるように菌を接種
し,接続 したmodirledRobbinsdc＼,icc内を37Cにて
4()ml/lrの流速で酢流 した.濯流開始後,純情的に
sa11PH1gl)()I-tよりS川co1discを無菌的に採取 し,後
述の各測定に供 した.なお, リザーバー 内の菌量は8
時間後には2.3×108cfu/mlであった.
走査型電子顕微鏡Jlj試料の作成は,試料を2.5%ブル
タール アル デ ヒ ド リン酸 緩 衝 溶 液 (phosphate-
bureredsaline;PBS)(PII7.4),タンニン酸および
]%FL順 化オスミウム PBS(p117.4)にて同定,エ
タノール系列で脱水 した後,臨界点乾燥,白金 バラ
ヂウム蒸着を行った.観察には,S-570型走査邪宜丁蘭
微鋭 (HitachiLtd.Tokyo,Japal)を用いた.
3.トルイジンブルーによるglyc()calyxの簡易定
量法
l)geHal1gLImを用いた基礎的検討
既知 量のgl)･cocal),xと して 魚cll/()m()7(Itv(,I()(/clL
の 宛_生 す る 菌 体 外 多 糖 で あ るgellalgum
1.日1
(GELRITE,llel-Ck良C().,In°)7)を川いた.feltln
gum粉末2(ト'_)()Onlgを｣倍希釈 したnulbecc()lsI'lうS
溶滴 (I(issuiPharmacL,LlticalCo.,Lt(i,J;lt)an)20
mlにて加熱溶解 し,(1.i-1.0'?,o溶液を作成 した.こAL
をガラス試験管 (15＼1()日nlm)に2-川OFLl分注 して
ゲル化 させた.試験,管に0.】?｡トルイジンブルー水溶油
を加え3日分 i1CtIbateした後,過剰の染色液を捨て,I
ml0)蒸留水で '_)lnl洗浄 した.().1IHICHnllを加え,
室温で3日分間振出 させて トル イシン-/ルーを柚出し,
'_)'2()Å型 タブ ル ビーム分 光 光 度 計 (UitachiLtd.
T()k)･O,Japan)にて59()nmの吸光度を測'JiIした.
2)細 菌 /:イ オ フイル ム 形 成 過 程 に お け る
gl〉･C()cat)･:(‡ti_Io)測定
菌液常流開始 '2,1,6,ト時間後.'=li()bbinsde＼,ice
よりsilicondiscを採取 した.前項 と同様に,∩.1(,IO卜
Jレイシンフノレー 水溶液 を加え:irIJTincubatcした後,
日.llTtHCllmIで トJレインンブルーを柚出し,.-)(Jりnnl
の吸光度を測定 して LJレイシン/JL,-反応量とした.
さらに,醸流池を射酬 り後に,菌液を含ま射 ､新 しい
培地に交換 し,その後, 4, 日,16,州時関目にもト
ルイジンブルー反応 量を測定 した.
3)2価陽イオンの影響に関する検討
人 ｢_尿中に存在するCa2t,Mg2'が本測定系に及ぼ
す影響について検討 した.().Sol(,gClangum潜液.I
-20J]を試験押 蟹でゲル化させた試料を,直接 卜Jレイ
ジンブル 溶ー液 と反応 させるt,0),人 1'.歳に川分間侵
した後に反応 させるもの,人 1二歳に10分間侵 した後,
さ ら に日)nlM エ チ レ ン ブ ル ーlJLI酢慨 (eth-
ylenediamineteLraとICeLicacicl;EDTA)/PHS消波に
ln分間浸堆さゼてからトルイジンブ ル 潜ー波 と反応さ
せるものとに分けて, トルイジンブルー反応 量の変化
を検討 した.また,菌液堆流 H日射用後に採取 したsiH-
condiscを同様に使用し,日)mMEl)T^ /PlうS浴液o)
10/I)問前処理が測定伯に与える影響を検討 した.
なお,これら1),2),.'3)0)美験は,少なくとt)3枚
以 l二discを用いて検討 し,結果はその平均情で示 し
た.
4.ATI)測定法
1)浮遊菌での検討
人T瀕 にて24時問培養した定常期の試験菌を用い,
菌池を().り】八日'lうS(PH7.A)にて川借財鞘帝釈 した.
各5()0〟tを滅菌試験管 (15〆l()りmm)にて .rlJifl'･惜 沸
後 に,S()nicaLi()nした もの をATL)柚出液 として
7()Cで測定まで保存した.なお, 定量L;Ll;一掛 こ上る菌数
lJJL)
測定には混釈培養法を用いた.
2)discに形成 されたバイオフィルムからのATP
柚出
silicondisc表面を滅菌蒸留水で軽く洗浄の後,500
〃la)滅菌蒸留水とともに滅菌試験管 (15×1()()mm)に
て5分間煮沸して,ATPを柚出した.浮遊菌と同様に
S()TlicaLionを行った後のATl)柚出液を, 7OCで測
定まで保存 した.
3)ATl'測定
ATl)量の測定にはホタル･ルシフェリン･ルシフェ
ラーゼ反応を用いたH).1()()〟tのATl)柚出液を測定用
チューブ に住 人 し,lOJlの().1mg/mlluciferasc
(SlG.MAChemicalCo.,USA)水浴液,227JLlの200
mM HEl)ES(N12-llydroxyethilpiperazine-N′12-
ethaleSLl｢(川icAcid,KaLay′amaClellicalCo∴
LLd.,Japan)bufer(pl17.75),23/JlのL)00mM
MgS0,4｣()〟1の滅菌蒸留水を加えた.200/Jlの0.125
nlMt)-luciFerin(SIGMAChemicalCo.,USA)水浴
粥を加えて反応を開始 し,開始後12-6()秒の発光値の
梢分伯を発光量とした.発光量の測定にはAutoITlatic
LLImileSCeICeAlalyzerLB95n5AT (Laboratol-主um
Pror.Dr.BertholdGmbll&Co.KG,Germany)を
用いた.
5.抗菌剤作用後のglycocalyx量とATP量の測定
菌液8時間碓流にてバイオフィルムを作成後,潅流
液を各種抗菌性物質を含有した人工録に交換 し, 8時
間作用後の変化を検討 した.抗菌性物質 としては,
函)eI~aC日日Tl(Pll'C),gentamicin(GM),oRoxacin
(OFLX),イオン化銀 (Ag十)を用いた.各薬剤の濃度
は,PIPC'q()OJ∠g/ml,GM8OOFLg/ml,OFLX5()()〟g/
111に調製して用いた.Ag-はAgNO3溶液を用い,Agー
として().5-50〟g/111に調製した.
さらに,OFLXでは,5()OJg/mlの濃度 の他 に,
18.75,3].25,62.5,125,312.5FLg/nllの各濃度につ
いて,長時間作用の影響も検討した.
実験は原則 として,3回,1ltTlごとに3枚のdiscを
用いて検討し,結果はその平均値で示 した.
なお,P,lLerlg/lnt)sa14 210株に対する人1歳中で
の各薬剤の最小発育阻止濃度 (minimum ilhibitor)･
concentration:lHC)は,それぞれ,Pll)C12.5FLg/
nll,Gl150FLg/m】,OFLX6.25Jg/mlであった.
結 果
1. トルイジンブルーによるglycocalyxの簡易定
IIL暮!:
1)gelalgumを用いた基礎的検討
既知量のg)ycocal3-xとしてgcHangumを用いた
場合のglycocalyx量と吸光度の関係は,Fig.1に示
すごとく,gelangum重 量4.0×106-1.0×101gの
範囲で直線性を示した.
2)2価陽イオンの影響に関する検討
gela1gumに人工尿および人工尿 とEDTAを作用
させた群では,いずれも無処理群 と測定値に差を認め
なかった.また,菌液濯流8時間で形成させたバイオ
フィルムサンプルに,前処理としてEDTA/PBS溶液
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を作用させた後で測定しても, トルイジンブルー反応
㍉封こ明らかな差は認められなかった.
2.ATP測定
I)既知のATP昂 と発光量との関係
まず,ATP測定系の測定感度 と定量性を確認する
ため,既知濃度のATPと発光[l圭との関係をみたとこ
ろ,ATP吊が1×101Jmol//以上の濃度において,
ATP局と発光量の間には直線関係が認められた(Fig.
2a).
2)ATP量と浮遊系細菌数との関係
段階希釈した既知の歯数のP.(/erzlg7'7()Sa浮遊菌液
と発光量との問には,103から108cfuの菌数において直
線関係が認められた(Fig.2b).発光量をATP量に換
算 してATP量と浮遊系の細菌数 との関係をFig.2C
に示す.
以上の成績より,定常状態の浮遊系P.ae7′HgZ'nnsa
の場合には,10:iから108cfuの範臣射こおいて,菌数測定
が,ATP:_量から定最可能であった.
3.細 菌 バ イ オ フィル ム 形 成 過 程 に お け る
glycocalyx量とATP最の経時的変化
人工尿を培地とした場合のP.aeJ,Hg2'70Sa薗液潅流
開始 2,4,8,24時間後のsilicondisc表面の走査型
電子顕微鏡像をFigs.3に示す.電子顕微鏡像では,時
間経過 と共にsHicondisc上にバイオフィルムが形成
され,4時間を経過するとg】ycocalyxによって各々
の菌体は覆われて細菌バイオフィルムの様相を呈し,
8時間でほぼそれが完成する様子が観察される. トル
イジンブルー反応吊からみたglycocalyx吊は6時問
後より急激に増加 し, 8時間でODn.2803となり,そ
の後はほぼ一定の値を示した(Fig.｣).同様に,ATl'
量ーは潅流開始後,対数増殖的に増加 し,6時間めに最
大となり,その後はほぼ一定の値を示した (Fig.Ll).
一方,碓流開始後 8時間後に,酷洗液を菌液を含ま
ない新しい人工尿,ないし,AlJIlediumに交換した場
合,ATl)量は軽度増加 して横這いとなり,人-仁保 と
APmedium間では差を認めなかった (Fig.5).しか
し,glycocalyx量に閲 しては,人Ir.歳 と異な りAP
mediumの場合には, トルイジンブルー反応吊はその
後も増加 し続け,24時間経過後にはODO.4294となっ
た(Fig.5).この差は,電了頻微鏡的にも明らかであ
り,人工展の場合 (Figs.3d,7a参照)と比較して,
APmediumの場合にはg】ycocalyxの抑暑な増加 を
認め (Fig.6), トルイジンブルー反応量とよく相聞し
ていた.
4.抗菌性物質作用時におけるトルイジンブルー反
応量とATl)量の変化
菌液潜流8時間で形成させた緑膿菌バイオフィルム
に抗菌剤を8時間作用させた場合の走査型'竜 f顕微鏡
像をFigs.7に示す.OFLX作用群では対が甜洋に比 し
付着した菌数の減少が認められ,GM作用群では薬剤
の作用にもかかわらずglyc()calyxがむしろ増加 して
いた.また,PIPCl=一用群では菌体が Rlament化してい
1一日 .I
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0FLXI/日冊 吊 こは76%Oに減少していL･.
同様に,∧Tl'量の変化は,対照群では日)6')(),(;M作
川崎には111%に増加,1'1'C作川崎にu糾｡(,と･佃fi減
少,()FLXイ/日日‖封二はLll')Oと明 らかに減少 していた
(Fig.H).∧Tl'量 の明 らか rit減 少 効 果 を示 した
0ドLXの種々0)肌度にI3ける長日､川('川-'川崎 u)変化に
闇 しては,62.5JLl/ml(日)MIC)では変化しLl認め('れ
なかったが,125FLg/mI(2日MIC)より明Ll'かな池少効
果を認め,この漉度 を｣糾馴iH/1川JさせることにLlI)
ATl'量は17O/O,312.tr)〟il/nl日 .r)OMIC),川lI引tlrJでは
2.5%によで低 卜した.
--jj,^ g◆5FL,/mlを六時問作用させた場合に払 走
査型'竜(-動微鏡像では多数o)菌休が溶菌している様 r･
が観察 されるものの, 一都ほぼ正常の形態を保ってい
る菌体 とともに,celldcl)Ⅰ･isを合む粧液状の無構造物
賢の残存を認めた. トルイジンブルー反応量は8時間
作用時に投与前の1400/Oと増加していたが,ATl'量は
lilHi
FI厄,.7 SLl11｡lsesト1日ecelsLreilte(i＼'iLh之=Lhlic1-0biとIlagents.
之l:C川1tr日日州1l~トlrtt!rC()lttlCt＼･ithar川jcialurilL,).I):州1rSa一terC(HltaCt＼u'thoflo:tacin.-)()日Jg
llLL･:州1rhilrLerc‖nlとIL.い＼ilhgeltanlicilH川)〟HllLd:州1rトnrterC(川t之ICt＼.ithpiPeraC川in'W(1
JJL,117
?
? ? ?
?
?
?
? ?
?? ?
?
??
? ?
? ? ? ? ? ?? ?
? ??
Fig.8 Changesofgl_ycocal).Iandbioacti＼,恒
arLerthetreaLnlent＼,ithanLinlicr()bialagents.
8 Time(hr)
はば ∩へ と激減 していた (Fig.8).各濃度における
ATPLli:の変化を検討 した成績では,Ag十は作用2相 1jl
後において濃度依存的にATl)量を低 卜させ,作用 8
時間後には2/Jg/111以 上において,ATP~L封ま1%以 卜
に低 卜していた.
考 察
近年,難治性感染症における細菌バイオフィルムの
閲Ljが脚光を浴びるようになった1)2).細菌バイオフィ
ルムが闇与する病態 としては,各種人コ二材料に起因す
る感染症,びまん性汎細気管支炎などの慢性呼吸拙感
染症9)に加えて,各種の慢性展路性器感染症が挙げら
れている.バイオフィルム形成菌の抗薗薬抵抗性メカ
ニズムの解明 とバイオフィルム感染症に対する治療法
の確ILJIを目的としてさまざまなIR験的アプローチが行
われているが,その多 くはいまだ 予備実験の域を出て
いない.
細菌バイオフィルムの解析には,バイオフィルム構
成成分 としての細菌細胞 とglycocal),.T(産生の両面か
ら定量的に評価する必要があるものの,偶々の実験系
に適 した評価法が必ずしも考案されてはいない.まず,
l･HT
バイオフィルム中の細菌はglycocalさXによって相互
に結合 し,従来の細菌学的な菌数計算では不 卜分であ
ることが問題 となるd).また glさ･COCal)I:(は 日こ簡易染
色Inや 走査型竜F軌微鏡による形態′羊的観察川 で評価
されてきたが,いずれも定 量的な方法 とはいえない.
比色法,クロマ トグラフィー法など従来の定量法の応
用 も=J能ではあるが,この場合には人 量の検体を必要
とするため,今回 の突験系で使用するsHic｡ndiscI
枚に形成 されるバイオフィルム中の き再rc()cz11yXの測
定はできない. -ノj,1)ctLら12)は,Lbl.(,/N'(/LJ･n/'(砧 バ
イオフィルムでの紬岩綿目地とglさ,C｡Cal),:(それぞれの
定量法 として,L311lLhymidineとlHC]glLICOSeを用い
る方法を報吾 しているが,これも通常の美験系に適用
するには煩雑すぎる.そこで,バイオフィルムの各エ
レメントに対するより簡便でより実際的なアプローチ
として,今恒Jの解析法を検討 した.
岡山大学泌歳器科では,細菌バイオフィルムに対す
るZ-)II)i/r()実験系 として modirlCdlミ()bbinsde＼･iceを
接続 した尿路感染症実験モデルを以前⊥Y)使用 してき
た. この実験系では,同一-条件o)バイオフィルム サン
プルを複数作成できるだけでなく,再現性に優れて13
り,各種設定条件 fJでのバイオフィル,ム細 田畑r･BJ戊過
程や抗菌剤 作用時の変化の解析が容易に=J能である.
また,細菌は環境変化に迅速に対応 して,その病原性
囚-子の産生を調節 してお り13),実験時o)培英環境は=J
能な限 り-一定にするべきである.本IR験系では,増地
である人 1二歳を沸流させるため,閉鎖系のように菌 の
代謝産物などの薪梢によるコン トロー/レイく日用巨fi･培養
環境の変化が隼じない.さらに,カテーテル来材 とし
てはSHic()】1以外にも‖圧畑こ応 じて,抗菌性新村u)検討
i)可能である.つまり,この実験系に)'いて,disc1
枚を検体 としたglyC()Calyx量ならびに紬 X･1'紺 地の定
量的解析が日用巨となれば,その応用件,石川件は更に
高まるものと想われる.
まず,glycocalyx量の簡易定 量法 として トルイジン
ブルーを用 いるjj法を検討 した.緑膿菌バイオフィル
ムの glycocalyxは,ウロン酸のポ リマーであるアル
ギン酸であり,多価の陰イオンとして作用する川.そこ
で,表価荷電の測定などに利用され,メタクロマジー
を示す代表的塩基件色素である トルイジンブルーと反
応 させた後,鞍にて抑出し,その反応 量を吸光度によ
り測定することとした.既知のglycocalyx量と吸光
度o)相聞をみる目的で,植物の組織培養l旧だ地 として
市販 されているgelalgum を用いた.gclla1gu11は,
lIは
/'.(,/∫)(/(,(//),.]窄′日~るfi,lyc()calyxを精製して乾燥粉末
としたもので,浴液は高鋸 でゾル化 し,冷却するとゲ
JL,化 Tる.これをゾル化 して既知量とし,ゲル化 して
美験に供 した.その結果, 吸光度 とgela1gum 量と
は,i,e=al糾Inl量4.0×】06-1.0×日)1gの範囲で直
線 性 を 示 し, トル イ ジ ン ブ ルー反 応 量 に よ り
i,li･coczllyx量を半定量し得るものと考えられた.
Tsaiら川は,グラム陽性菌であるS.(,I,7-(/cr7)Zl'(/I-∫の
dycocal)rxa)染色法 としては,サフラニンのみならず
トルイジンゾルーが適 していると報告 しているが,そ
0)Jj班では染色前にCzlrn｡y'ssoluLi()1で囲定を行っ
ている.回定により細菌細胞が死滅すると,色素は細
胞JlrJ1両まで到達 し,glycocalyxばかr)でなく核酸など
とt)反応 しうる.本'美験では,試料の同定を行わず,
rl':I)1-7､ルイジンブルーによる染色 を行った.また,
TtiとIiらは染色後に NaOllによる柚山を行っている.
この点 については,当初,反応した トルイジンブルー
の柚出に弥jl.･'L基であるNaOHを用いたJI法を検討 し
たが,加熱なしでは直線快日系が得 らJLず,また,加熱
した場合にもその柚出勤率が悪かった.したがって,
HCtを用いる今回の方法の力が明 らかに優れるもの
と考えられた.
･jJ-,人 1二I/k中 の 2価陽イオンが トルイジンブルー
とLrJycocalyx0)イオン結合に影響を及ぼすか否かの
検討では, 2価陽イオンの存在 卜で も トルイジンブ
ルー 反応 量は低 卜しなかった.EDTAにより2価陽イ
オンをキレー トさせても反応量の変化がなかったこと
から,本測定系にIJ'いては突験系に,lE存する陽イオン
0)形轡は少ないものと考えられた.
17Ll/'/rl)'R験系での紬菌バイオフィルムの細菌量に
楳ル ては,､l'T教室o)竹 中 払)の報-'L-･にもあるように,個々
の菌体に分散できないことこそがバイオフィルムの特
件といえる.したがって,バイオフィルムを 1つの
bioacLivemaLcrialとして捉え,拙菌バイオフィルム
の持つ bi()ac山,iLyとして ATl)量を測定することの
)jが優れていると想われる.竹中の報P.-では測定限昇
が ATPs｡lutio1にして2.5×10121101//であったこ
とから,今回さらに感度を 卜げる目的で測定法に改良
を加えた.'L三な改良点は,Luciferin量を増量したこと,
蒸留水を注射用蒸留水に変更したこと,さらに Lumi-
ncscence測定をALItOmaLicLuminescenceAnalyzer
LB9505ATに変更 したことである.その結果,ATl'
solLlLionで1×1O IJmol//,浮遊菌数にすると103cfuま
での測定が=J能となった.disc1枚(0.5()24cm2) とに
｢
細菌が1(‖回付着 したとしても面損比から換算 して走
査型電-F顕微鏡の2,000倍の画面 上に菌が散在する程
度であり,本実験系においてはこの測定限非で 卜分と
考えられた.
これ らの測定系のイjJH性 を検討するr圧出で,R｡b-
binsdeviceを使用する'実験系において形成 されるバ
イオフィルムでのglycocal),x量とATP量の経時的
変化,および形成されたバイオフィルムに対する抗菌
剤作用時のglさてOCalyx量とATl'量の変化 を検討 し
た.まず,形成過程において,両測定系は走査型揖･f一
顕微鏡像でのglycocalyx量と紬 抑 rl_Iをよく反映 して
いた.とくに トルイジンブルー反応 量/ATl)量を甲.I-tli
菌あた りのglycocalyx産生 量と考えた場合には,培
地をAPmedium としてス トレスを加え,glycocalyIt
を多量に産生させる系でのこの佃の増加は,走査型′竜
IJ'一躍微鏡での所見を忠実に反映する成績であるといえ
る.形成されたバイオフィルムに対する治療実験系に
おいても,GM 作用時には ATI)量に対する トルイジ
ンブルー反応.量の比は増加 していた.
一ノJ,イオン化銀作用時には, トルイジンブルーに
よる簡易定量法が必ずしも走査型l竜F顕微鏡所見と 一
致 しなかった.この場合,細菌細胞の死滅にともなう
celdebrisや核酸などが トルイジンブルーと反応する
ためにその反応量が増加するためと考えられ,急激な
殺菌効果を発現する薬剤を使用する実験系では結果の
解釈に慎重を要するものと思われた.この点について
は, トルイジンブルーの紬出法も含め今後検討すべき
点であると考えている.
抗菌剤作用時の ATI)量の変化については,抗菌性
カテーテル素材にも応用されているAg+岬 17)では明ら
かな ATP‡j7_Iの減少を認めた.また,結果には示さな
かったが,2Jg/mlで 8時間作用後にはその後に再増
殖を認めたが,5FLg/rn1,8時間作用後には再増刑を認
めなかった.これらの実験において,ATlJ量の変化 と
走査型電子顕微鏡所見とは極めてよく 一致しており,
ATP量の変化が抗菌性物質作用時の直接効果をうま
く反映するものと考えられた.同様に,OFLX作用時
の場合にも,ATP量の変化 と走査型電子腫微鋭所見
はよく一致していた,.以 上の成績より,今回改良を加
えた ATP測定法は,細 菌 バイオフィルムに対する L')I
LtZ'lJ,()での抗菌剤効果判定法として理論的に優れるだ
けでなく再現性 という観点でも問題ないと思われた.
なお,再現性を含む異体的な応用例については別に報
哲 予定である州.
-I-=~ -二
細菌バイオフィルムの物性的本体の解明,またその
治療法の確立のために今後さらなる検討が必要である
が,今回報告した両測定法は各々のエレメントの解析
法として,細菌バイオフィルムの増殖様式,抗菌性物
質の効果 とそのメカニズム,ならびに,抗菌性カテー
テル素材の開発などに広 く応用しうる有用な方法であ
ると思われる.
稿を終えるにあたり,御指導,御校閲を頂いた恩師大森弘
之教授,直接御指導頂いた公文裕巳助教授,適切な御助言を
頂いた薬学部環境衛生化学教室友近健一助教授,ならびに,
研究遂行にあたり御協力頂いた大野勝雄技官,光畑律子お
よび的野由夏技術補佐員に深謝いたします.
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